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摘要 : Bt 是 一 种 被 三 泛 应 用 的 生物 杀 虫 剂 , 昆虫 Bt 受 体重 白 在 Ht 发 挥 毒性 过 程 中 起 到 非常 重要 的 作用 , 而且 受 体 蝇 白 与 Bt 
结合 能 力 的 改变 可 能 是 昆虫 对 Bt 产生 抗 性 的 主要 原因 , 近年 来 已 成 为 国际 研究 的 热点 。 该 文 从 昆虫 Bt ZARANIA S 
定 , 结 合 动 力学 ,与 Bt 杀 虫 毒性 、 抗 性 的 关系 及 其 分 子 本 质 等 方面 综述 受 体 和 明白 的 研究 进展 。 
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Abstract: Bacillus thuringienses (Bt) is a widely used bio-insecticide. The Bt receptor protein is very important to the 
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toxicity expression of Bt in insects, and it has been suggested that change of binding ability between this receptor protein 
and Bt may be the main mechanism of Bt resistance. In this paper» the separation, identification and binding dynamics 


of the insect Bt receptor protein» and the relationships between Bt toxicity» Bt resistance» receptor proteins, and molecu- 


lar nature are reviewed. 
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Tb Zoe FHA FAC Bacillus thuringiensis，Bt) 是 目 
前 全 世界 产量 最 大 、 使 用 最 广 的 生物 杀 忠 剂 。 在 其 
生活 史 中 能 形成 芽孢 和 伴 孢 晶体 , 它 含有 一 种 或 数 
Ah ARB da ASE A Cinsecticidal crystal proteins ICP). Fé 
BRA Bt 后 , dave SACHA TE BB OE ie A 
Tee. ALS Pi SS A A ACE A OS de R AE 
活性 重 白 ,活性 重 白 与 中 肠 膜 受 体 结 合 , 毒 蛋白 插入 
昆虫 中 肠 细 胞 膜 ,形成 跨 膜 离子 通道 或 孔 , 导致 细胞 
溶解 , 最 终 使 昆 忠 死亡 (Gill et al.» 1992; Knowles 
and Dow, 1993). Bt = BK Aah vasa BOGE H 
AUR E AEE SR ER ANE ARA BF 
翅 目 . 直 翅 目 和 食 毛 目的 某 些 昆 虫 及 线虫 、 螨 类 和 腺 
生动 物 也 有 杀 上 忠 活 性 CSohnepf et al.» 1998). 

以 前 一 些 人 认为 Bt 不 同 于 化 学 农药 ,昆虫 对 其 
不 易 产 生 抗 性 ,但 室内 的 抗 性 选 育 试验 表明 ,多 种 害 
BRAX Bt 产生 抗 性 的 潜在 危险 ( 谭 声 江 等 ， 
2002)。 自 McGaughey 等 (1985) 报 道 印度 谷 蜡 Plodia 
interpunctella 对 Bt 产生 抗 性 以 来 ,国内 外 已 经 发 现 近 


10 种 昆虫 对 Bt 可 以 产生 抗 性 。 虽 然 小 菜 蛾 Plutella 
xylostella 是 目前 唯一 在 田间 对 Bt 产生 抗 性 的 昆虫 ， 
但 昆虫 对 Bt 的 抗 性 问题 却 不 容 忽视 。 对 Bt 杀 虫 作 
用 的 分 子 机 制 和 昆虫 对 Bt 产生 抗 性 的 机 理 等 方面 
的 研究 已 成 为 近年 来 植保 领域 研究 的 热点 。 

Heckel(1994) tr T BAM Bt 产生 抗 性 的 10 
种 潜在 机 理 , 他 认为 抗 性 的 产生 主要 与 以 下 几 个 因 
素 相 关 : D Bt 毒素 的 溶解 性 : 原 毒素 不 能 溶解 或 深 
解 性 降低 : 2) Bt 原 毒 素 的 蛋白 水 解 性 :水 解 不 充分 
或 过 度 水 解 ，3) 毒素 与 细胞 膜 上 受 体 的 结合 :毒素 
与 受 体 的 绪 合 由 于 竞争 性 抑制 而 受阻 . 受 体 的 一 级 
结构 或 二 级 结构 的 修饰 作用 发 生 改变 , 导致 毒素 与 
受 体 的 结合 位 点 减少 ; 4) 细胞 膜 上 孔洞 的 形成 : 孔 
洞 形成 受阻 或 孔洞 阻塞 : 5) 中 肠 上 皮 的 修复 作用 ， 
O 行为 机 理 等 。 其 中 毒素 与 细胞 膜 上 受 体 结合 能 
力 的 改变 可 能 是 主要 机 理 。 
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1 受 体重 白 的 种 类 


通过 亲 和 柱 层 析 .其 [标记 等 方法 , 现 己 分离 和 
鉴定 了 多 种 识别 Cy 毒 和 蛋白 的 昆虫 幼虫 中 肠 受 体 筷 
白 ,涉及 昆虫 种 类 如 欧洲 粉 蝶 Pieris brassicae WER 
蛾 Manduca sexta 、 烟 芽 夜 蛾 Heliothis virescens FEAT 
WR Spodoptera litura ~Z Æ Bombyx mori. He A TR 
Spodoptera littoralis ~ WEER Choristoneura fumifera- 
ne、 斯 氏 按 蚊 Anopheles slephensi VEVEK'X Tipula ol- 
eraceay ERER Lymantria dispar、 小 菜 蛾 、 粉 纹 夜 蛾 
Trichoplusia ni 等 。 

目前 已 经 发 现 的 昆虫 中 肠 Bt 毒素 受 体重 白 主 
要 为 氨 肽 酶 N Caminopeptidase N, APN)。 毛 肽 酶 是 一 
组 肽 链 端 解 酶 , 它 催 化 许多 蛋白 氨基 末端 残 基 的 分 
裂 ,广泛 存在 于 动物 和 植物 中 。 氯 肽 酶 通常 分 为 4 
Æ: A fk BON (APN: EC 3.4.11.2)、A CEC 
3.4.11.7)、PCEC 3.4.11.9) 和 W CEC 3.4.11.16) 
(Tieku and Hooper，19927》。 昆 虫 中 肠 上 皮 细 胞 的 糖 
基 化 磷脂 酰 肌 醇 《glycosyL-phosphalidyl inositol，GPI) 
可 以 锚 定 APN, 通过 磷酸 酰 肌 醇 特 异性 的 磷脂 酶 C 
( phosphatidylinositol-specific phosopholipase C+ PI-PLC) 
可 将 APN 从 腊 上 释放 (Takesue et al.» 1992; Tomita 
et al .，1994)。 根 据 这 一 重要 特征 , 可 以 利用 PI-PLC 
从 中 肠 的 刷 状 缘 膜 赛 泡 Cbrush border membrane vesi- 
cles: BBMV) 上 释放 活性 APN. — 22S) A BRAY 
APN 已 被 确认 是 Bt 的 主要 结合 蛋白 , 如 烟草 天 蛾 
(Harvey and Wolfersberger, 1979; Vadlamudi et al.» 
1993; Knight et al.» 1994: Luo et al.» 1996 ) WZ 
夜 蛾 (Gill et al.» 1995; Luo et al.» 1997a) FE EIR 
(Valaitis et al.» 1995; Lee et al .，1996)、 小 菜 蛾 (Luo 
et al.» 1997a) HEC Yaoi et al.，1997)、 粉 纹 夜 蛾 
(Lorence et al.» 1997)". 

但 APN 并 不 是 唯一 的 一 类 昆虫 Bt 毒素 受 体重 
Fle Francis 和 Bulla (1997) 部 分 纯化 了 烟草 天 蛾 中 
肠 BBMV 上 Cryl Ab 毒素 的 受 体 BT-R1, 证 明 它 是 一 
种 类 钙 粘 蛋白 cadherin-like)。BT-R1 和 和 氨 肽 酶 、 碱 
性 磷酸 柄 酶 .o- 葡 糖苷 酶 .8- 葡 糖苷 酶 及 及 半 乳 糖苷 
酶 的 洗 脱 活性 峰 不 同 , BT-R1 也 不 象 是 和 这 些 酶 形 
成 了 复合 体 。CrylAa 和 CrylAe 与 BT-R1 ERE 
胶 过 滤 柱 上 的 结合 与 CrylAb 相似 , 这 表明 BT-R1 可 
能 是 CIA 毒素 的 高 度 亲 合 性 受 体 。 而 尖 音 库 蚁 
Culex pipiens 幼 忠 中 肠 中 球形 芽孢 杆菌 Bacillus spha- 
ericus 晶体 的 Bin 毒素 受 体 可 能 是 一 种 oe H a 





(Silva-Filha et al.» 1999). 


2 受 体 蛋白 的 结合 动力 学 及 其 与 Bt 
毒性 的 关系 


一 些 研究 认为 Bt SHES RAR ANS SA 
的 结合 能 力 呈 正 相 关 , BBMV 上 的 特异 性 受 体 是 决 
E Bt 不同 杀 虫 谱 的 主要 因素 , 受 体 蛋 白 是 毒 蛋白 专 
一 性 的 决定 因子 ; 而 许多 研究 持 相 反 结 论 , 认为 毒素 
与 受 体 的 结合 能 力 与 毒性 没有 直接 关系 。 

Hofmann 等 (1988a, 1988b) 最 里 利用 碘 标 记 方 法 
测定 结合 力 , 他 们 明确 了 欧洲 粉 蝶 幼 虫 中 肠 的 
BBMV 与 碘 标 记 毒 香 白 有 高 度 亲 和 性 , 并 证 实 
CrylAb 和 CrylB 对 烟草 天 蛾 和 欧 训 粉 蝶 不 同 的 杀 虫 
谱 与 结合 位 点 的 亲 和 性 相关 。Van Rie 等 (1989， 
1990b) 也 发 现 烟 草 天 蛾 和 烟 芽 夜 蛾 中 肠 上 皮 细 胞 膜 
上 的 特异 性 受 体 是 决定 Bt 不 同 杀 虫 谱 的 主要 因素 ， 
且 Bt 的 毒性 与 受 体 蛋 白 和 毒 香 白 的 结合 能 力 呈 正 
相关 , 膜 受 体重 白 是 毒 蛋白 专 一 性 的 决定 因子 。 
Aronson 等 (1999) 的 研究 表明 ， CrylAc 毒素 与 烟 芽 夜 
蛾 中 肠 BBMV 的 结合 能 力 比 与 烟草 天 蛾 强 , 这 与 观 
察 到 的 毒性 差异 相关 。 

Wolfersberger(1990) 的 研究 结果 却 相 反 , CrylAb、 
CrylAc 对 舞 毒 蛾 的 毒 力 与 其 中 肠 BBMV 结合 位 点 的 
浓度 不 相关 。Tabashnik 等 (1997) 发 现 从 夏威夷 、 宾 
西法 尼 亚 州 采集 的 小 菜 蛾 种 群 对 毒素 敏感 性 的 降低 
与 结合 力 下 降 相 关 , 而 从 菲律宾 采集 的 种 群 抗 性 的 
产生 却 与 结合 力 无 关 。EFscriche 等 (1997) 也 报道 了 
HERIR Mamestra brassicae. BREZ Phthorimaea 
operculella ERIR Cryl Aas Cryl Abs CrylAc 有 一 
个 共同 的 结合 位 点 , 而 且 毒素 与 受 体 的 结合 与 毒性 
不 直接 相关 。 Jenkins 等 (1999) 发 现 Cryl Ac 域 亚 的 
糖 结合 区 域 的 数 个 突变 , 导致 毒素 与 烟草 天 蛾 的 中 
肠 的 APN.BBMV 的 结合 力 下 降 , 但 毒性 的 降低 却 不 
超过 2 倍 ,这 表明 毒性 与 APN 的 结合 没有 直接 的 关 
A WEAR APN 与 毒素 的 结合 能 力 不 足 以 预测 毒 
性 ,说 明 有 其 它 的 受 体 在 体内 起 到 补偿 作用 。 

同一 毒 重 白 对 不 同 昆虫 在 受 体 及 毒性 专 一 性 上 
显示 出 差异 ,而 同一 昆虫 对 不 同 的 毒 重 白 也 会 表现 
出 受 体 、 结 合 位 点 的 差异 , 一 种 毒 蛋白 可 能 存在 多 种 
结合 蛋白 ,多 种 毒素 也 可 能 共同 识别 一 种 受 体 蛋白 ， 
毒 蛋 白 和 受 体 蛋 白 的 结合 并 不 是 简单 的 识别 关系 ， 
表现 出 多 样 性 和 复杂 性 。 

如 用 对 CrylAc 具有 不 同 敏感 性 的 烟草 天 蛾 、 烟 
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芽 夜 蛾 .美洲 棉铃 虫 Helicoverpa zea 和 抗 Cryl Ac 的 草 
地 夜 蛾 Spodoptera frugiperda 幼虫 所 进行 的 体外 受 体 
结合 试验 表明 ,它们 的 BBMV 中 有 与 CrylAc REW 
和 结合 的 位 点 ,并 具有 高 度 亲 和 性 ,不同 物 种 的 
BBMV 有 一 或 多 个 结合 蛋白 ,大 小 从 63 kD 到 155 kD 
不 等 (Garczynski et al.» 1991)» Oddou 等 (1991， 
1993) 研 究 发 现 , 烟 芽 夜 蛾 中 肠 膜 重 白 中 , Cry1Aa 和 
CrylAb 结合 同一 170 kD MIZE A. M CrylAc 结合 到 
140 kD 和 120 kD BAL, 进一步 研究 三 个 属 的 五 种 
幼虫 结果 显示 , CrylAa 和 CrylAb 总 是 与 烟 芽 夜 蛾 、 
Fe UN AB ES E, HE AR PSE TEIR F AL EX TE R 
BBMV 的 同一 个 受 体 蛋白 结合 , 而 CrylAc 和 CrylC 
则 结合 到 不 同 的 受 体 上 。Shinkawa 等 (1999 研究 了 
家 和 看 中 肠 细 胞 膜 上 结合 昌 和 白 与 3 Gy 毒素 
Cryl AasCrylAc 以 及 亲缘 关系 较 远 的 Cry9Da 的 结合 
情况 , 发 现 CrylAc、Cry9Da 和 CrylAa 都 与 相同 120 
kD 的 APN 结合 , 这 3 种 毒素 共享 相同 的 结合 位 点 。 

Lee 等 研究 了 从 舞 毒 蛾 BBMV 中 纯化 的 APN 与 
Cry 毒素 的 结合 情况 , 发 现 CrylAc 毒素 与 APN 结合 
能 力 强 , 而 结构 相近 的 CrylAa 和 CrylAb 毒素 或 
Cryl1C、Cry2A 和 Cry3A 毒素 与 APN 结合 能 力 弱 , 说 
明 在 舞 毒 蛾 的 APN 是 CrylAc 的 主要 功能 受 体 ， 
CrylAc 能 识别 120 kD 的 APN, 而 CrylAa 和 CrylAb 
识别 一 个 210 kD 的 分 子 ; 而 在 烟草 天 蛾 BBMV 上 ， 
CrylAa 和 Cryl Ab 能 与 这 2 种 蛋白 分 子 结合 , CrylAc 
AMM BEIRA 120 kD BEA (Lee et al.，1996)。 Yaoi 
等 (1997) 纯 化 了 大 约 100 kD BY Se BAR APN. 它 与 
CrylAc 结合 能 力 强 , 而 与 CrylAa 或 CrylAb 结合 很 
弱 或 不 结合 , 与 对 鞘翅 目 昆 虫 有 特异 杀 虫 活性 的 
Cry3A 毒素 不 结合 。 

Martinez-Ramirez 等 (1994) 研究 发 现 , CrylAa， 
CrylAb 和 Cryl Ac 都 可 识别 烟草 天 蛾 的 210 kD 的 
BBMV A> 9¢ ARE Cryl Aa 和 CrylAc 会 与 Cryl1Ab 
竞争 性 结合 210 kD B&A- Masson 等 (1995) 将 烟草 
天 蛾 的 120 kD 的 APN 和 蛋白 ,用 磷脂 酶 C 切除 其 GPI 
锚 着 区 部 分 ,成 为 115 kD 的 水 溶性 蛋白 , 这 个 115 
kD 筷 白 只 能 识别 Cryl Aa. CrylAb 和 Cryl Ac, 不 能 识 
别 Cry1Ca( 尽 管 Cry1Ca 对 幼虫 也 表现 毒性 ), FF AR 
现 这 种 水 溶性 蛋白 上 , 对 CrylAa 和 CrylAb 只 有 单 
一 结合 位 点 , 而 对 CrylAc 则 有 两 个 结合 位 点 。Du 
和 Nickerson(1996) 研 究 了 4 种 Cyl 毒 蛋白 与 一 种 烟 
草 天 蛾 BBMV 中 纯化 的 Cry SAE AR SIS 
性 ,该 120 kD 的 结合 重 白 被 确定 为 APN, 通过 特异 
性 的 磷脂 酶 C 除去 糖 基 - 磷 脂 酰 肌 醇 锚 着 区 而 变 为 


115 kD 的 水 溶 形式 , 这 种 水 溶 形 式 能 识别 3 个 主要 
的 CrylA 毒素 亚 纲 ,但 不 能 识别 CrylC, CrylAa 和 
CrylAb 毒素 与 水 溶性 APN 的 单一 位 点 结合 , 而 
CrylAc 与 2 个 不 同位 点 结合 。 


3 昆虫 受 体 蛋 白 的 变化 与 对 Bt 的 抗 
性 密切 相关 


Gahan 等 (2001) 报 道 了 烟 芽 夜 蛾 YHD2 品系 对 
CrylAc 产生 高 抗 的 主要 原因 是 类 钙 粘 和 蛋白 Cecadher- 
in-like) 发 生 突变 , 令 人 惊讶 的 是 这 种 蛋白 不 是 发 生 
了 简单 的 突变 ,而 是 在 编码 区 发 生 了 反 癌 转 座 子 插 
入 ,导致 了 这 种 蛋白 的 完全 失 活 , Bt 毒素 不 能 结合 
到 中 肠 膜 上 , 因此 , 钙 粘 蛋白 可 能 是 导致 昆虫 对 Bt 
产生 抗 性 的 主要 原因 。 

但 昆虫 有 多 种 抗 性 机 制 , Marroquin 等 (2000) 研 
FIE Caenorhabditis elegans 对 Bt 的 抗 性 时 发 现 5 
个 bre 基因 与 Bt 抗 性 相关 , bre 基因 的 突变 造成 线 
BIS Cry5B 产生 抗 性 , 如 果 抑 制 其 活性 就 会 造成 线 
SAX Cry5B 和 Cryl4A 产生 抗 性 。BRE-S 蛋白 转化 为 
一 种 B-1,3- 半 乳糖 转移 酶 , 这 种 酶 将 碳水 化 合 物 转 
变 为 脂 和 和 蛋白 ,这 些 碳水 化 合 物 的 参与 是 中 肠 Bt 受 
体 和 蛋白 结合 毒素 所 必需 的 , 而 且 B-1,3- 半 乳糖 转移 
RARE REA SEE PAE. 

以 前 人 们 主要 研究 了 昆虫 中 肠 BBMV 受 体 蛋白 
与 对 Bt 抗 性 的 关系 ,有 些 研究 表明 昆虫 的 抗 性 与 受 
体 香 白 的 变化 直接 相关 , 受 体 数目 .结合 位 点 和 亲 和 
性 的 改变 ,与 抗 性 形成 有 关 。Ferré 和 Van Rie 2002) 
根据 交互 抗 性 和 同 源 、 异 源 竞 争 试验 还 提出 了 小 菜 
蛾 `, 烟 芽 夜 蛾 不 同 的 结合 位 点 模型 , 以 及 小 菜 蛾 对 
Bt 产生 抗 性 后 结合 位 点 的 改变 ;但 是 有 些 研究 结果 
却 表 明 , 结合 位 点 数目 和 亲 和 性 并 不 能 完全 解释 抗 
性 的 形成 ,因此 也 许 还 存在 其 它 的 因子 参与 昆虫 搞 
性 作用 。 

印度 谷 蜡 抗 性 品系 中 肠 BBMV SABA 
Cryl Ab 结合 的 亲 和 性 比 敏感 品系 下 降 了 50 倍 , 毒性 
降低 100 倍 以 上 , 抗 性 品系 因为 结合 位 点 数 的 增加 ， 
而 提高 了 对 CrylCa 的 亲 和 性 (Van Rie et al.» 
1990a)。 研 究 田 间 抗 性 小 菜 蛾 也 发 现 了 类 似 的 结 
果 , 对 Cryl1Ab 有 抗 性 的 小 菜 蛾 敏感 性 下 降 200 倍 以 
上 ,原因 可 能 是 由 于 受 体 的 缺失 或 是 亲 和 性 极度 下 
降 导 致 抗 性 小 菜 蛾 的 受 体 蛋 白 不 能 与 毒 重 和 白 结 合 ， 
而 抗 性 品系 对 CrylB 和 Cyle 敏感 性 没有 变化 , 这 
表明 三 种 毒 蛋 白 各 有 自己 的 受 体 , CrylAb 的 抗 性 变 
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化 ,并 没有 影响 到 别 的 受 体 发 生变 化 (Ferré et al.» 
1991)。Luo 等 61997b) 比 较 了 小 菜 蛾 抗 性 和 敏感 品 
A BBMV 受 体 与 Bt 毒素 间 的 结合 能 力 , RILA m A 
的 BBMV 与 CrylAc 之 间 的 结合 能 力 无 差异 ,但 抗 性 
品系 与 毒素 特异 性 结合 的 受 体 数 目下 降 了 3 倍 , 他 
们 推测 小 菜 蛾 对 CrylAe 的 抗 性 产生 可 能 与 结合 位 
点 数目 的 减少 有 关 。Lorence 等 (1997) 利 用 免疫 杂 
ZÈ (immunoblotting) 和 细胞 化 学 的 方法 研究 Cryl 类 
毒素 与 不 同 抗 性 印度 谷 蜡 的 结合 情况 , 发 现在 所 有 
品系 都 有 一 个 大 约 80 kD MSE ARES CrylAb 和 
CrylAc 毒素 同等 结合 ,这 种 结合 对 毒性 是 很 重要 
的 ,丧失 毒性 的 突变 CrylAc 蛋白 与 这 个 80 kD BA 
的 结合 很 弱 , 他 们 发 现 荧光 标记 的 CrylAc 或 Cryl Ab 
毒素 与 敏感 品系 幼虫 中 肠 BBMV 顶端 结合 , 而 抗 性 
品系 中 却 没有 , 抗 性 品系 中 CrylA 结合 香 白 的 结合 
能 力 已 经 改变 。 

而 Gould 等 61992) 发 现 室 内 算 选 的 烟 芽 夜 蛾 搞 
CrylAc 品系 与 其 他 Bt 毒素 存在 交互 抗 性 ,但 抗 性 的 
产生 与 受 体 和 毒素 的 结合 力 没 有 明显 的 相关 性 。 尽 
管 烟 芽 夜 蛾 抗 性 品系 比 敏 感 品系 表现 出 高 20 ~ 70 
倍 的 抗 性 ,但 BBMV 对 CrylAb 和 CrylAc 的 结合 亲 
和 性 仅 下 降 2 ~4 倍 , 而 结合 位 点 数目 还 上 升 4~6 
Ae TR AA EE IR ARAM RSE A 
《Maclntosh et al.» 1991). Lee 等 (1995) 利 用 烟 芽 夜 
蛾 一 个 对 CrylAc 抗 性 比 敏感 系 高 10 000 倍 并 与 
Cryl Aa 和 Cryl Ab 有 交互 抗 性 的 抗 性 和 敏感 品系 进 
行 比较 , 敏感 品系 对 毒 蛋 白 的 敏感 性 为 Cyl Ac > 
CrylAb > CrylAa 并 且 结 合 位 点 浓度 与 毒 力 相关 ,在 
抗 性 品系 中 发 现 , Cryl Ac 和 Cryl Ab 的 结合 亲 和 性 与 
原来 相同 ,结合 位 点 浓度 也 没有 多 少 改变 , 唯一 的 区 
别 就 是 丧失 了 CrylAa 的 结合 能 力 , 说 明 不 是 所 有 的 
结合 位 点 在 发 挥 毒 性 .与 抗 性 的 相关 性 等 方面 起 到 
相同 的 作用 。 

用 免疫 组 织 化 学 法 测定 表明 ,小 菜 蛾 的 1 HS 
感 品系 和 6 个 抗 性 品系 幼虫 的 BBMV 都 能 与 
Cry] Aas Cryl Ab 和 CrylAc 结合 ,大 [标记 的 毒 皇 白 与 
其 中 一 个 抗 性 品系 的 受 体 结合 能 力 极度 下 降 , 虽然 
组 织 化 学 测定 显示 能 发 生 结 合 , 但 在 生 测 中 并 没有 
能 引起 毒性 , 这 提示 着 除了 毒 重 白 与 受 体 结合 之 外 ， 
可 能 还 有 其 它 因素 参与 抗 性 作用 机 制 (Escriche et 
al .，1995)。 通 过 表面 胞 质 共振 (surface plasmon reso- 
nance) 的 研究 表明 , 小 菜 蛾 抗 性 品系 和 敏感 品系 的 
受 体 结合 动力 学 并 无 区 别 , 虽 然 抗 性 品系 的 受 体 数 
目下 降 了 约 3 倍 ,但 对 于 解释 高 度 抗 性 的 产生 , 受 体 








结合 因素 还 不 足够 (Masson et al.» 1995). 
4 “毒素 受 体 蛋 白 APN 的 序列 特征 


目前 报道 了 烟草 天 蛾 、. 烟 芽 夜 蛾 .小 菜 蛾 、 舞 毒 
R BL TB SB EYRE ER Epiphyas postvit- 
tana ZA YE R Helicoverpa punctigera ~ 印度 谷 
We Ge BRR Bt 毒素 受 体 APN MZ ER AE 
的 氨基 酸 序列 , 具体 情况 见 表 1。 

Knight 等 (1995) 分 析 了 烟草 天 蛾 CrylAc ZAE 
白 APN 的 氨基 酸 序列 , 发 现 编码 这 个 APN 的 基因 有 
3 095 个 碱 基 , 开放 阅读 框 编码 一 个 990 SS BERRI 
FEM BOK E BAR E A ( prepro-protein )， 3 8S A 
的 两 个 前 体 序列 区 《pre-region) 分 别 是 C- 端 的 GPI 信 
号 序列 《 glycosylphosphatidylinositol signal sequence, 
968 ~ 980 氨基 酸 残 基 ) 和 人 -端的 信号 肽 部 分 (1 ~ 15 
氨基 酸 残 基 ), 在 信号 肽 的 蛋白 酶 切除 位 点 至 成 熟 重 
白 的 N- 端 起 始 位 点 还 存在 一 个 16 ~ 35 氨基 酸 残 基 
的 原 体 序列 区 ;用 和 蛋白酶 将 前 体 、 原 体 序列 切除 后 ， 
Fe) F 934 ER REE SP; 紧邻 着 GPI 信 
号 序列 的 一 个 33 个 氨基 酸 残 基 序 列 (935 ~ 967 BA 
ERRE) 富 含 丝氨酸 和 苏 氨 酸 , 是 潜在 的 0- 糖 基 
化 位 点 ,这 个 序列 区 段 形成 一 个 0- 糖 基 化 柄 ,有 利 
于 将 酶 激活 位 点 伸 出 细胞 表面 ;成 熟 重 白 中 还 存在 
有 4 个 保守 的 N- 糖 基 化 位 点 , 至 少 其 中 的 一 个 能 与 
SVR EA lectin) 结合 , 这 种 糖 基 化 作用 正 是 从 
cDNA 序列 推导 的 肽 链 分 子 量 (105 kD), 与 实际 纯 
化 得 到 的 香 白 分 子 量 (120 kD 有 差异 的 原因 。gGill 
等 (1995$) 纯 化 并 测定 了 烟 芽 夜 蛾 的 CrylAe 的 结合 
SAKES. 推导 的 氨基 酸 序列 和 真 核 生物 、 
原核 生物 的 APN 都 有 很 高 的 同 源 性 。 

Lee 等 (1996) 将 烟草 天 蛾 敏感 品系 一 个 120 kD 
的 糖 和 蛋白 受 体 鉴定 为 APN, 从 cDNA 文库 中 克隆 的 
基因 序列 中 有 4 个 潜在 的 N 连接 的 糖 基 化 位 点 ; C 
末端 含有 一 个 可 能 的 GPI 锚 着 区 信和 号 肽 , APN 通过 
GPI 锚 着 区 被 锚 定 在 BBMV E, 这 可 由 加 入 PLPLC 
能 从 烟草 天 蛾 BBMV 上 部 分 释放 APN 活性 得 到 证 
实 , 氨 基 酸 序列 表明 它 与 依赖 锌 的 氨 肽 酶 基因 家 族 
非常 相似 ,特别 是 与 这 些 酶 围绕 锌 结合 特征 区 的 部 
分 更 相似 。Obh 等 (1997) 从 烟草 天 蛾 中 肠 上 皮 纯 化 
并 克隆 了 与 Cryl AbS 结合 的 APN, 以 烟草 天 蛾 中 肠 
cDNA 为 模板 , Fl] FA Eh PCR 获得 了 一 段 与 原核 生 
物 和 真 核 生物 APN 相似 的 片段 ,并 以 该 PCR 片段 为 
探 针 算 选 烟草 天 蛾 小菜 蛾 中 肠 的 cDNA SCE CM. 
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表 1 已 知 的 昆虫 APN HRF] (2002 4 5 AD 
Table 1 Registered APN nucleotide sequences 


of insect pests (Updated 2002) 
昆虫 种 类 序列 编号 登记 人 及 年 份 
Insect species Number of sequences Registrant and year 
烟草 天 娥 M. sexta X89081 Knight et al., 1995 
X97877 Denolf et al. , 1997 
AF123313 Luo et al., 1999 


AB007039, AB011498 Hua e al.. 1998 





MEF PLR. virescens AF173552 Gill et al., 1995 
AF378666 Oltean et al., 1999 
Banks et af., 2001 
ŽIR P . xylostella X97878 Denolf et al., 1997 
AJ222699 Denolf et al., 1998 
AF020389 Chang et al.» 1999 
AF109692 Nakanishi et al.» 1999 


FESR L. dispar AF126442, AF126443 Garner et al., 1999 


AF317619; AF317620 Garner e al.» 2001 


RABE S. litura AF320764 Agrawal et al. , 2001 

棉铃 虫 H. armigera AF292109 Tan et al.» 2000 
AY052651 Wang et al.» 2001 
AF441377 Liang et al., 2001 


AY038607, AY038608 Angelucci et al.» 2001 


ERER E. postvittana AF276241 Simpson et al., 2000 


家 看 B. mori AB007038. AB011497 Hua æ al., 1998 
AB013400 Hua et al., 1999 
AF084257 Yaoi e al.» 1999 
AF35257 Nakanishi et af. + 2001 


AF498996, AY095259 Daniel et al., 2002 
澳洲 棉铃 虫 H. punctigera AF217248, AF217249 Emmerling et al.» 2001 


AF217250 


EN FES P. interpunctella AF034484, AF034483 Zhu et al., 2000 


sexta APN2, P. xylostella APN1), 烟草 天 蛾 的 APN2 
和 小 菜 蛾 的 APN1 都 含有 4 个 Cys RÆ, 这 在 真 核 生 
物 APN 分 子 中 是 高 度 保守 的 。Denolf 等 (1997) 研 究 
了 烟草 天 蛾 和 小 菜 蛾 中 肠 BBMV 上 的 Cry1Ab5 毒素 
受 体 。Oltean 等 (1999) 通 过 部 分 纯化 烟 芽 夜 蛾 170 
kD 与 CrylAc 毒素 结合 的 氨 肽 酶 及 克隆 编码 它 的 
cDNA. Garner 等 (1999) 克 隆 并 测序 了 舞 毒 蛾 幼虫 中 
肠 2 种 氨 肽 酶 的 全 cDNAs 序列 , 也 都 得 到 类 似 的 研 
究 结 果 。 

Nakanishi 等 (1999) 克 隆 并 测序 了 小 菜 蛾 中 肠 上 
与 CrylAa 毒素 结合 的 APN 或 APN 家 族 的 cDNA 片 
段 , 与 其 它 昆 虫 的 APN 序列 进行 比较 , 他 们 发 现 
CrylAa 毒素 与 APN 家 族 一 个 高 度 保 守 的 区 域 结合 ， 
他 们 还 提出 了 一 个 模型 来 解释 苏 云 金 芽 孢 杆菌 的 成 


功 进化 和 昆虫 对 Cryl Aa 毒素 的 敏感 性 差异 。Chang 
等 (1999) 根 据 编 码 烟草 天 蛾 APN 的 基因 (MsAPN-1) 
设计 引物 ,建立 了 小 菜 蛾 中 肠 APN 的 cDNA 文库 ,这 
个 包括 编码 988 氨基 酸 残 基 的 PxAPN-A 序列 , 它 和 
MsAPN-1 有 60% 的 同 源 性 , 同 源 性 高 于 PxAPN-A 与 
另 一 个 已 报道 的 小 菜 蛾 的 APN 的 同 源 性 ;与 其 他 种 
类 的 APN 序列 相 比 ,作者 认为 在 鳞 翅 目 昆 忠 的 祖先 
体内 至 少 有 一 个 重复 的 氯 肽 酶 基因 出 现 。 

Yaoi 等 (1999a) 为 了 分 析 家 得 氨 肽 酶 的 Cryl Aa 
毒素 结合 区 , 以 赖 氨 酰 肽 链 内 切 酶 (lysylendopepti- 
dase) 消化 氨 肽 酶 并 检测 了 消化 后 片段 与 Cry Aa 和 
CrylAc 的 结合 情况 , 发 现 这 些 片段 与 2 种 毒素 的 结 
合 能 力 是 不 同 的 ,与 Cry1Aa 毒素 结合 的 片段 包含 有 
40-Asp 至 313-Lys, 表明 CrylAa 毒素 结合 位 点 位 于 
40-Asp 至 313-Lys 之 间 ; 他 们 还 通过 检测 在 大 肠 杆 菌 
中 表达 的 不 同 长 度 的 重组 氨 肽 酶 与 CrylAa 毒素 的 
结合 能 力 ,发 现 Cryl Aa 毒素 的 结合 位 点 位 于 135-lle 
至 198-Pro 之 间 。 而 且 他 们 还 鉴定 并 纯化 了 家 在 与 
CrylAa 结合 的 120 kD 受 体 和 蛋白 ,家 得 的 APN AER 
序列 也 与 其 它 昆虫 的 序列 高 度 一 致 。 随 后 ,他们 利 
用 大 肠 杆 菌 表达 了 重组 的 APN, 并 且 分 析 了 它 与 
CrylAa 毒素 的 结合 能 力 , 配 体 杂交 试验 表明 CrylAa 
毒素 与 重组 的 APN 结合 《Yaoi et al.，1999b)。 

Hua 等 (1998) 利 用 PI-PLC 从 家 牌 中 肠 纯 化 得 到 
110 kD 的 APN. 这 个 APN 的 -末端 与 烟草 天 蛾 、 烟 
芽 夜 蛾 的 APN 有 高 度 一 致 性 , 氯 基 酸 序列 是 
DPAFRLPTTTR PRHYQVTLT, 这 段 序列 被 鉴定 为 Bt 
的 受 体 ; 经 克隆 得 到 110 kD APN 的 cDNA 序列 , 它 有 
2 958 bp 长 的 开放 阅读 框 ,在 开放 阅读 框 中 有 一 个 
潜在 的 N- 糖 基 化 位 点 .HEXXHXW 锌 结合 位 点 和 特 
(HAR ERER . 

Zhu 等 2000) 通 过 克隆 和 测序 印度 谷 蜡 Bt 敏感 
品系 和 抗 性 品系 APN 的 cDNA, 发 现 它们 分 别 有 
3 345 和 3 358 个 核 苷 酸 ,都 有 编码 1 016 个 氨基 酸 的 
3 048 bp 开放 阅读 框 , EM HE APIA 10 个 潜 
在 的 糖 基 化 位 点 和 1 个 锌 结合 位 点 HEXXH, 这 是 典 
型 的 依赖 鲜 的 金属 肽 酶 活性 位 点 :序列 分 析 表 明 , 印 
EARR] APN 序列 与 烟 芽 夜 蛾 有 62% 一 致 性 ,与 其 
它 3 个 鳞 翅 目 昆 虫 .烟草 天 蛾 和 家 熏 高 度 相似 ,序列 
一 致 性 达 51% ~ 5$2%;:2 个 品系 有 4 TREERE R, 
翻译 成 氨基 酸 有 2 处 不 同 , PCR 试验 也 证 实 了 这 点 。 
在 印度 谷 蜡 另 外 2 个 Bt 抗 性 品系 中 也 发 现 了 
Asp185 突变 为 Clu185, 该 突变 位 于 家 和 蛋 和 小 菜 蛾 的 
一 个 保守 的 Cryl Aa 毒素 结合 同 源 区 域 , APN 的 mR- 
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NA 表达 水 平 在 抗 性 品系 中 略 高 于 敏感 品系 。 
S$ 4 x 
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